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Título del Estudio: COMPARACIÓN DE LA ACTIVIDAD HEMOLÍTICA, 
FOSFOLIPASICA Y PRODUCCIÓN DE ABSCESOS 
HEPÁTICOS DE Entamoeba histolytica, 
CULTIVADA EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE 
VITAMINAS. 
Número de páginas: 81 Candidato para el grado de Maestría en 
Ciencias Veterinarias con especialidad 
en Salud Animal 
Area de Estudio: Biología Celular. 
Propósito y Método del Estudio: Los microorganismos utilizan a los nutrientes 
para su crecimiento, cuando estos se cultivan fuera de su hábitat, se 
utilizan medios de cultivo que contengan los elementos químicos 
necesarios para su óptimo desarrollo. Uno de estos elementos 
esenciales son las vitaminas que pueden ser liposolubles e hidrosolubles. 
En los trabajos de investigación en E. histolytica y su relación con 
las vitaminas 107 de Diamond, se ha encontrado que no hay diferencia 
estadísticamente significativa en los rendimientos de las amibas. Hasta 
la fecha, no existen reportes sobre la contribución de las vitaminas, en la 
expresión y producción de los factores putativos involucrados en la 
virulencia de este protozoario. Por ello, en esta tesis nos propusimos 
explorar el efecto de estas vitaminas con respecto a algunas actividades 
líticas de E. histolytica como son: la actividad hemolítica, fosfolipásica y 
la producción de abscesos hepáticos amibianos. 
Como paso inicial, determinamos la participación de las vitaminas 
107 de Diamond, en el crecimiento de E. histolytica cepa HM1:IMSS en 
el medio PEHPS; donde encontramos lo esperado, una curva típica de 
crecimiento en presencia (PEHPSCV) y ausencia de estas vitaminas 
(PEHPSV). El tiempo de duplicación correspondió a (8 75 y 8.11 h), el 
tiempo de generación a (13.7 y 14.79 h), la velocidad de crecimiento a 
(0.049 h"1 y 0.043 h"1) respectivamente. Obteniendo que no hay 
diferencia estadísticamente significativa entre ambos tratamientos. 
Decidimos entonces analizar la actividad hemolítica de la fracción 
P30 obtenida de trofozoítos cultivados en medio PEHPSCV y PEHPSSV. 
Encontramos una diferencia estadísticamente significativa de alrededor 
de 2.5 veces más la actividad hemolítica en PEHPSCV. Una relación 
similar la encontramos cuando probamos la actividad fosfolipásica del 
tipo A2 en ambos tratamientos, donde encontramos un incremento en la 
producción de los ácidos grasos libres entre 0-150 yg y una diferencia de 
2.8 veces mas actividad en PEHPSCV. 
Además nos interesó conocer sí el daño en los hígados de 
Hámsters Sirio Dorados (Mesocricetus auratus), podría incrementar con 
las amibas cultivadas en PEHPSCV y PEHPSSV. Las imágenes 
fotográficas presentadas en esta tesis, nos permitieron observar que los 
abscesos producidos por las amibas cultivadas en el medio PEHPSCV 
fueron en proporción y tamaño 3.25 veces mayores que los abscesos 
encontrados en el tratamiento PEHPSSV. 
Contribuciones y Conclusiones: Las actividades líticas estudiadas en esta 
tesis, se comportaron en forma y proporción similares; deduciendo que 
las vitaminas 107 de Diamond pudieran estar implicadas en la 
producción de algún(os) factor de virulencia, involucrados como 
cofactores enzimáticos o bien seleccionando una subpoblación de 
amibas que sea más virulenta. El conocimiento más profundo en la 
participación de las vitaminas 107 de Diamond permitirá determinar la 
contribución específica de éstas en los mecanismos citolíticos de E. 
histolytica. 
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1. INTRODUCCION 
1.1. IMPORTANCIA DE LA AMIBIASIS 
La amibiasis es una infección parasitaria ocasionada por Entamoeba 
histolytica (Who Expert Comité. 1969, Eldson-Dew, R. 1968) con o sin síntomas 
clínicos. Se distribuye universalmente afectando aproximadamente al 10% de la 
población mundial (Walsh, J. A. 1986). Esta enfermedad ocupa el tercer lugar 
como causante de muerte producida por protozoarios. Se estima que 
anualmente ocurren 75,000 muertes por amibiasis en el mundo (Guerrant, R.L. 
1986), En México es un problema importante de salud pública por su frecuencia 
y mortalidad (Gutíerrez, G., y Muñoz, O. 1994; Brandt, H., Perez-Tamayo, R. 
1991). 
Siguiendo la clasificación recomendada por la Sociedad de 
Protozoologos (Carliss, J O. et al. 1969) y modificada posteriormente por Levine 
y col. en 1980 ( Levine, N. D. et al. 1980), Jas amibas pueden ser clasificadas 
como; 
1.2. CLASIFICACIÓN DE Entamoeba histolytica 
REINO - Protista 
SUBREINO - Protozoa 
PHYLUM - Sarcomastigophora 
SUBPHYLUM - Sarcodina 
SUPERCLASE - Rhizopoda 
CLASE -Lobosea 
SUBCLASE - Gymnamoebia 
ORDEN - Amoebida 
SUBORDEN - Acantophodina 
FAMILIA - Endamoebidae 
GENERO - Entamoeba 
ESPECIE - histolytica 
La clasificación de las especies de Entamoeba, se basa en el número de 
núcleos en el quiste maduro. E. histolytica presenta un quiste cuadrinucleado y 
es de importancia médica, por su patogenicidad específica para el humano. 
J 
1.3 CICLO DE VIDA 
Entamoeba histolytica presenta cuatro etapas fundamentales (trofozoíto, 
enquistamiento, desenquistamiento y colonización), con las siguientes fases en 
su ciclo de vida: trofozoíto, prequiste, quiste, metaquiste y trofozoíto 
metaquístico (Martínez-Palomo, A. 1982) 
Figura 1. A) Micrograf ia de Figura 1. B) Micrograf ia de 
trofozoítos de E. histolytica. quiste de E. histolytica . 
Trofozoíto. Fluctúan entre 10 y 60 mieras (p) de diámetro, pero la 
mayoría son de 15 a 30 (jj) dependiendo de las cepas y estado de desarrollo 
(Dobell, C. 1928). Los trofozoítos son células altamente d'námicas y 
pleomorficas, cuya forma y motilidad son extremadamente sensibles a cambios 
en el medio ambiente fisicoquímico La célula vegetativa se reproduce por fisión 
binaria, lo que ya ha sido confirmado por microcinematografia (Dobell, C 1928). 
Los movimientos resultan de la formación de prolongaciones seudopódicas del 
ectoplasma digitiformes, largas o anchas, o redondeadas, en el interior de las 
cuáles fluyen en el endoplasma. El movimiento puede ser continuo o 
intermitente y los trofozoítos pueden moverse a una velocidad de 50 (p) por 
segundo (Deschiens, R. L.1965). El protoplasma de E. histolytica se puede 
dividir en: ectoplasma (periferia de los trofozoítos) y endoplasma (donde se 
puede observar las vacuolas digestivas). En el centro de la masa 
protoplasmática, esta el núcleo esférico con un diámetro de aproximadamente 
la quinta o sexta parte de las amibas completas. 
El trofozoíto es microaerofílico, carece de mitocondrias y de aparato de 
Golgi, vive y se multiplican por algún tiempo en las criptas del intestino grueso, 
utilizando las secreciones mucosas y bacterias endémicas como alimento. (Fig. 
1. A ) 
Enquistamiento. En condiciones naturales no se produce el 
enquistamiento, esto sucede a medida que la materia fecal se va deshidratando 
en la luz del colon. Los trofozoítos se condensan primeramente en una masa 
esférica, formando así el prequiste, éste último es un estadio intermediario 
entre los estadios de trofozoítos y el quiste (Faust, E. C. et al. 1974). 
El prequiste siempre es más pequeño que el trofozoítos pero más grande 
que los quistes debido a las inclusiones alimenticias; su acción seudopodial es 
lenta y no hay movimiento progresivo. Después de un tiempo el prequiste 
empieza a secretar una cubierta delgada (pared celular) resistente, dando lugar 
al quiste inmaduro habiendo una reorganización de la estructura nuclear 
durante éste estadio (Faust, E. C. et al. 1974; Larsh, J.E.1972). 
La fase quística es el estadio infectivo de las amibas. El quiste 
usualmente es redondo, inmóvil y posee una pared celular la cual es muy 
resistente a diferentes condiciones ambientales (Cleveland, R. L., Sanders, E. 
P. 1930), aunque, los quistes son resistentes a las secreciones gástricas, no 
pueden resistir por períodos prolongados a la deshidratación, a temperaturas 
superiores a 50 °C, a la luz solar o al agua clorinada (Kott, H. y Y, Kott. 1970). 
Los quistes presentan cuatro núcleos, producidos por dos mitosis consecutivas 
del mismo, cada uno de los cuales es una réplica del núcleo original (Fig. 1. B ) 
(Faust, E. C. et al. 1974). 
Desenquistamiento. Se ha observado que los jugos gástricos debilitan 
la pared celular del quiste, siendo el pH alcalino y los jugos pancreáticos los que 
permiten que las amibas multinucleada o metaquistes, salga al exterior del 
quiste por una hendidura de la pared y de la membrana plasmática, envolviendo 
esta última a cada uno de los metaquistes. Inmediatamente, el citoplasma se 
divide, de tal modo que cada núcleo pasa a ser el centro de un pequeño 
trofozoíto metaquístico (Martínez-Palomo, A., 1982; Faust, E. C. et al. 1974). 
Colonización. Los trofozoítos metaquísticos de E. histolytica, no 
colonizan intestino delgado, sino que son arrastrados hacia el ciego en el 
intestino grueso, donde uno o más trofozoítos podrían invadir la mucosa o 
alojarse en las criptas glandulares del intestino. Una vez que las amibas 
comienzan a alimentarse y crecer, llegan a convertirse en trofozoítos normales 
y se completa el ciclo de desarrollo (Martínez-Palomo, A., 1982; Faust, E. C. et 
al. 1974). 
Las formas de amibiasis pueden incluirse en dos grupos: intestinal y 
extraintestinal. En el primer grupo se incluyen los casos de portadores 
asintomáticos y los de disentería crónica y aguda. La amibiasis intestinal aguda 
y la extraintestinal se consideran como amibiasis invasora. Esta última puede 
localizarse prácticamente en cualquier otro órgano fuera del intestino siendo el 
absceso hepático sin duda la complicación extraintestinal mas frecuente de la 
amibiasis invasora (Faust, E. C. et al. 1974). 
2. ANTECEDENTES. 
2.1. V ITAMINAS 
La gran meta que tiene un microorganismo es crecer y dividirse; para ello 
necesita duplicar el material que posee. Los microorganismos utilizan elementos 
químicos que provienen del medio ambiente para transformarlos en los 
constituyentes característicos que los componen, a estos compuestos químicos 
se les llama nutrientes. 
Cuando los microorganismos se separan de su hábitat (donde adquieren 
los nutrientes) y se cultivan en laboratorios se deben usar medios de cultivo que 
contengan los elementos químicos necesarios para su crecimiento y óptimo 
desarrollo. 
Los nutrientes que requiere un microorganismo para su crecimiento se 
pueden clasificar en los siguientes grupos: 1.- Macronutrientes: carbono, 
hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. 2.- Micronutrientes: fósforo, potasio, azufre, 
magnesio. 3.- Vitaminas y hormonas. 4.- Elementos traza: zinc, cobre, 
manganeso, molibdeno, cobalto. 
Con respecto a las vitaminas, estas se definen como sustancias orgánicas 
que los microorganismos deben obtener como nutrientes y se clasifican en dos 
grupos, liposolubles e hidrosolubles, estas últimas, la mayor parte de ellas, son 
cofactores indispensables para el buen funcionamiento de algunas enzimas. Por 
lo general se requieren las vitaminas en cantidades muy pequeñas. La mayoría 
de los microorganismos y animales superiores conservan su energía química, 
aprovechando la síntesis de estas vitaminas por otros microorganismos e 
ingiriendo a estos para su obtención, evitando de esta forma el costo 
bioenergético de biosintetizar las numerosas enzimas que se requieren para 
producir, mediante el metabolismo, a las vitaminas. (Horton H. R. ef al. 1995) 
Actualmente existen varios medios de cultivo utilizados en el laboratorio 
para el crecimiento vigoroso y sostenido de E. histolytica en forma axénica, entre 
ellos están los medios: a) TYI-S-33 (Diamond L. S. et al. 1978), b) BIS-33 
(Diamond L S. et al. 1978) y c) el PEHPS (Said-Fernández, S. eí al. 1988). Para 
el crecimiento de E. histolytica en cualquiera de estos medios, es indispensable 
suplementarios con suero de bovino, el cual aporta nutrientes necesarios, para 
que las amibas puedan desarrollarse y crecer vigorosamente. Se ha observado 
que los trofozoítos sin la presencia del suero bovino en ios medios de cultivo se 
mueren después de tres días en incubación (Mata-Cárdenas B. D.1998). 
Por otro lado, además del suero en los medios de cultivo otro suplemento 
que puede o no agregársele a los medios de cultivo, son las vitaminas 107 de 
Diamond (Diamond L. S. 1968; Davis, B. D. et al 1973), que consisten en: ácido 
p-aminobenzoico, niacinamida, hipocloruro de piridoxina, hipocloruro de 
piridoxal, hidrocloruro de tiamina, pantotenato de calcio, l-inositol, cloruro de 
colina, riboflavina, biotina, ácido fólico, vitamina D2 (calciferol), vitamina K 
(menadiona bisulfito de sodio), vitamina B12, vitamina E (acetato de alfa 
tocoferol).y Tween 80 (cadenas alifáticas de 18-20 carbonos). Hoy en día, los 
trabajos de investigación que se han reportado sobre el uso en los medios de 
cultivo amibianos de las vitaminas 107 de Diamond, han sido dirigidos al 
crecimiento de E. histolytica, en donde se ha encontrado que no hay diferencia 
estadísticamente significativa en los rendimientos de las amibas cultivadas en 
estas condiciones. Hasta la fecha, no existen reportes sobre la contribución de 
las vitaminas, en la expresión y producción de los factores putativos involucrados 
en virulencia de este protozoario. (Mata-Cardenas B. D. y Said-Fernández S. 
1990). 
2. 2. VIRULENCIA DE E. histolytica 
Desde hace algunos años se sabe que la virulencia microbiana, 
incluyendo la de los protozoarios, es un fenómeno muy complejo que depende 
de dos propiedades generales: a) invasividad, ó capacidad de los agentes 
patógenos para multiplicarse y causar destrucción localizada de los tejidos 
invadidos por los microorganismos y b) toxígenicidad, ó capacidad para producir 
y liberar sustancias que pueden causar lesiones a distancia (Davis, B. D. et al 
1973). 
La virulencia de £ histolytica, determinada por su velocidad para destruir 
tejidos en animales de experimentación, es característica de cepa, y parece 
depender esencialmente de la invasividad de las amibas, cuyo mecanismo 
molecular aún se desconoce, donde en esta propiedad parece desempeñar un 
papel importante la citólisis mediada por contacto (Ravdin, J. I y Guerrant, R. L. 
1982; Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971). 
La capacidad citolítica de los microorganismos incluyendo la de los 
protozoarios, es una propiedad que depende fundamentalmente de la actividad 
de factores conocidos genéricamente con el nombre de citolisinas, las cuales se 
definen como agentes capaces de causar la destrucción de células de mamífero 
o de cualquier otro origen, como consecuencia de la modificación de la 
composición química y funcional de la membrana plasmática (Roa, V. G. y 
Padma, M. C. 1971). 
En los últimos años se ha concentrado la investigación en varias 
actividades citopáticas de trofozoítos enteros y extractos amibianos que podrían 
estar relacionados con la virulencia amibiana: a) fagocitosis (Who Expert Comité. 
1969; Ravdin, J. I y Guerrant, R. L. 1982; Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971). b) 
leucocitotoxicidad (Who Expert Comité. 1969; Ravdin, J. I y Guerrant, R. L. 
1982; Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971) y c) citólisís dependiente del contacto, en 
fragmentos de tejidos y en líneas celulares en cultivo (Who Expert Comité. 1969; 
Ravdin, J. í y Guerrant, R. L. 1982; Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. I. 
y Guerrant R. L. 1982; Vargas-Villarreal, J y Saíd-Fernández S. 1984; Saíd-
Fernández S., y López-Revilla, R. 1982). 
2.3. ACTIVIDAD HEMOLIT1CA DE £ histolytica. 
Craig en 1927 encontró que los cultivos poliaxénicos de E. histolytica 
lisaban eritrocitos humanos y de conejo, así como células de mucosa rectal 
aisladas de gatos jóvenes. Mas recientemente se encontró, que los extractos de 
trofozoítos de varias especies del género Entamoeba tienen actividad hemolítica 
sobre eritrocitos de diversas especies de mamífero, la cual es característica de 
cepa y especie (Saíd-Fernández S., y López-Revilla, R. 1982). Además de 
células en cultivo, los eritrocitos de mamífero se han utilizado ampliamente como 
modelo de experimentación para caracterizar citolisinas de diversos orígenes, 
usando como criterio de hemolisis, la liberación de hemoglobina. Además, los 
glóbulos rojos se utilizan para definir el mecanismo de acción de numerosas 
citolisinas, identificar sus receptores, o definir las modificaciones que sufren las 
membranas plasmáticas durante el proceso citolítico (Lehninger, A. L. 1979). 
Saíd-Fernández y López-Revilla en 1982 descubrieron y caracterizaron 
una actividad hemolítica en extractos libre de trofozoítos de E. histolytica (Said-
Fernández S., y López-Revilla, R. 1982). Después Prasad y col. confirmaron y 
ampliaron estas observaciones (Prasad, A. K. etal. 1982). Más tarde se observó 
que este efecto hemolítico se localiza mayoritariamente en una fracción vesicular 
llamada P30 ya que es una fracción obtenida a 30,000 x g, donde se ha 
observado por microscopía electrónica, que esta fracción consiste en 
membranas selladas, posiblemente de membranas plasmáticas y de vesículas 
amibianas (Saíd-Fernández S., y López-Revilla, R. 1982). La actividad es 
máxima en presencia de calcio 1 mM a pH 8.0 y su potencia se incrementa hasta 
100 veces después de 36 h de incubación a 37 °C (Saíd-Fernández S., y López-
Revilía, R. 1982). Este efecto se debe a dos componentes uno termoestable y 
otro termolábil. El primero está constituido por ácidos grasos libres y se propuso 
que el segundo es una proteína con actividad fosfolipásica del tipo A. De hecho 
los ácidos grasos pueden ser el producto de la fosfolipasa durante la 
preincubación (Saíd-Fernández S. y López-Revilla, R. 1986). 
2.4. FOSFOLIPASAS. 
A las fosfolipasas se les conoce desde hace 100 años (Dennis, E. A. 
1983), pero fue hasta hace 20 que se inició su investigación por la importancia 
que tienen en ciertos procesos biológicos. Se les ha encontrado tanto dentro 
como fuera de las células, es por ello que se les a denominando como enzimas 
muy ubicuas (Van Den Bosch, H. 1980). La mayoría de estas forman parte 
esencial de diversos procesos fisiológicos como: I) recambio de fosfolípidos en 
las biomembranas, II) digestión en los fagosomas, III) neurotoxicidad y 
citotoxicidad en venenos muy activos de hongos, celenterados, insectos, 
arácnidos y reptiles, IV) en procesos inflamatorios, V) producción de ácidos 
grasos libres, a partir de los cuales, las ciclooxigenasas sintetizan 
prostaglandinas, las cuales intervienen en muy diversos mecanismos de 
regulación celular (Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N., y Ansell, G. B. 
1982; Rosenberg, P. 1976). 
2.4.1 CLASIFICACION 
Las fosfolipasas pertenecen al grupo de las hidrolasas y son conocidas 
con el nombre genérico de esterasas (Dennis, E. A. 1983) ya que actúan sobre 
los enlaces éster de los fosfolípidos (Lehninger, A. L. 1979; Dennis, E. A. 1983). 
Estas enzimas se dividen en: A i , A2, B, C y D, de acuerdo con la posición del 
éster que hidrolizan preferentemente (Fig. 1). (Lehninger, A. L. 1979; Dennis, E. 
A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N.p Ansell, G. B. 1982). 
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Figura 2. Clasificación de las fosfatidil-acil-hidrolasas, de acuerdo con la posición en 
la molécula del éster que hidrolizan. 
I) Tipo A i (EC 3.1.1.32); son aquéllas enzimas que hidrolizan la posición 
sn-1-fosfoglicérido, liberando el ácido graso de la posición 1 y un monoacil-2-
glicerofosfátido, en forma equimolar. Estas enzimas se han encontrado en 
células procarióticas y eucarióticas. En general, son independientes de calcio y 
requieren un pH ácido ó ligeramente neutro para su funcionamiento (Dennis, E. 
A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980). 
II) Tipo A2 (EC 3.1.1.4); son enzimas lipolíticas que hidrolizan el acilo de 
la posición 2 de un fosfoglicérido, produciendo un ácido graso y un monoacil-1-
glicero-fosfátido, en forma equimolar (Dennis, E. A. 1983). Se han aislado 
aproximadamente 50 de estas fosfolipasas. Principalmente de páncreas de 
mamíferos, veneno de serpientes, abejas y diversos microorganismos (Dennis, 
E. A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N„ Ansell, G. B. 1982; 
Rosenberg, P. 1976). Se les ha localizado extracelularmente en forma insoluble, 
asociadas a membranas plasmáticas o lisosomales, o solubles en lisosomas y 
citosol. 
III) Tipo B. Se conocen a este tipo de enzimas como enzimas que 
rompen simultáneamente los dos ácidos grasos, quedando un gliceril-
fosforilcolina. Se les ha encontrado en levaduras, bacterias y hongos. Su pH 
óptimo es generalmente alcalino (Dennis, E. A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980). 
IV) Tipo C (EC 3.1.4.3); catalizan la desacilación de diacilglicero-
fosfolípidos en 1,2-diacilglicero y fosforilcolina. Son producidas por ciertas 
bacterias o están asociadas a membrana en células vegetales, algas y 
levaduras (Dennis, E. A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N., 
Ansell, G. B. 1982). 
V) Tipo D (EC 3.1.4.4); catalizan la hidrólisis del enlace éster arriba del 
fosfato, produciendo una molécula de colina y un 1,2-diacilgliceril-fosfátido. Este 
tipo de enzimas se han encontrado principalmente en plantas, levaduras y 
bacterias (Dennis, E. A. 1983; Van Den Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N , 
Ansell, G. B. 1982). 
2.5. ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA DE E. histolytica. 
Desde hace algunos años se ha estudiado intensamente a las 
fosfolipasas del tipo A de los más diversos orígenes, ya que su importancia 
radica en su capacidad para desacilar fosfolípidos y producir ácidos grasos libres 
y fosfolisoderivados. Ambos productos se acumulan como consecuencia de una 
misma reacción, pero sus efectos son muy vahados, dependiendo del origen, 
localización y mecanismos de regulación de las hidrolasas. Las más estudiadas 
hasta ahora son las fosfolipasas de veneno de diversas especies de reptiles, la 
gran mayoría de estas fosfolipasas son del tipo A2- La mayoría de ellas se 
potencian fuertemente con los ácidos grasos libres y los fosfolisoderivados que 
se acumulan por efecto de su propia actividad (Van Den Bosch, H. 1980; 
Hawthorne, S. N., Ansell, G. B. 1982; Rosenberg, P. 1976; Vargas-Villarreal, J. 
et al. 1995) 
Por otro lado se ha observado que las fosfolipasas A de venenos de 
animales, las de un gran número de microorganismos patógenos y las de 
linfocitos de mamífero son potentes citolisinas (Dennis, E. A. 1983; Van Den 
Bosch, H. 1980; Hawthorne, S. N., Ansell, G. B. 1982). 
A muchos de los parásitos que se caracterizan por destruir tejidos, como 
las especies patógenas de Trypanosoma (Opperdoes, F. R., y Van Roy, J. 
1982), Acanthamoeba (Rosenberg, P. 1976), y Naegleria (Hysmith, M. y 
Franson, R. C. 1982) se les ha detectado actividad de fosfolipasa A, la que está 
fuertemente implicadas en la lísis celular y por consiguiente se le ha propuesto 
en el mecanismo patogénico respectivo. 
Hace algunos años se propuso que las fosfolipasas del tipo A son 
posibles factores patogénicos de E. histolytica. En modelos in vitro de 
interacción, tanto con trofozoítos enteros como en extractos amibianos con 
células susceptibles de mamífero, la actividad citolítíca amibiana parece deberse 
a una fosfolipasa A (Vargas-Villarrea!, J. et ai 1995) y a otros factores como el 
amebaporo y proteasas (Saíd-Fernández S. et al 1986). 
Mas tarde Vargas-Villarreal J. y Saíd-Fernández S, encontraron que la 
fracción P30 proveniente de extractos de trofozoítos cultivados axénicamente de 
E. histolytica (HK9), tienen dos tipos de actividades fosfolipásicas, una A-j y una 
A 2 (Vargas-Villarreal, J eta/. 1995). 
2.5.1. METODO DE ENSAYO PARA CUANTIFICAR Y DETERMINAR 
ACTIVIDAD DE FOSFOLIPASAS. 
El método que se usa con mayor frecuencia para la cuantificación de la 
actividad fosfolipásica es el radioensayo, que se basa en la separación por 
cromatografía en placa fina de los productos de hidrólisis y del substrato no 
hidrolizado, marcado con radioisótopos en sitios específicos. Después se 
cuantifica la radiactividad en las manchas lipidicas correspondientes de los 
productos de hidrólisis y esta es proporcional a la actividad fosfolipásica 
expresada como nanomoles de fosfolípido hidrolizado por minuto (Vargas-
Villarreal, J. et al. 1995). El radioensayo permite también clasificar con precisión 
el tipo de fosfolipasa en estudio, dependiendo de la localización de la marca 
radiactiva en los fosfolípidos y en los productos de hidrólisis (Vargas-Villarreal, J. 
et al. 1995). 
2.6. ABSCESOS HEPATICOS AMIBIANOS 
La amibiasis extraintestinal, se caracteriza por la invasión de las amibas, 
al intestino grueso, donde por vía porta comúnmente llegan al hígado y se 
establecen, produciendo daño localizado a los hepatocitos y de esta forma con ef 
daño permanente se produce un absceso hepático amibiano, si las amibas no se 
combaten en este punto, estas podrían invadir otros órganos y producir daño en 
pulmón, cerebro, bazo, piel, etc. (Martinez-Palomo, A. 1989). 
En personas adultas el absceso hepático es más frecuente en hombres 
que en mujeres, mientras que en niños prepúberes no hay diferencia estadística 
significativa de la enfermedad según el sexo. 
Por otro lado, se ha observado que en las autopsias, realizadas a los 
sujetos con absceso hepático amibiano, solo el 10% no tuvieron colitis ulcerativa 
amibiana. En tales casos se supone que la enfermedad intestinal había sido 
autolimitada o que se había curado por un tratamiento demasiado ligero para 
resolver a la complicación hepática (Martínez-Palomo, A. 1989). 
Además, uno de los métodos para medir virulencia en E. histolytica ha sido 
evaluando el daño producido por las amibas inoculadas directamente en hígado 
de hámster (Kretschmer, R. R. 1994). 
Macroscópicamente un absceso hepático amibiano es un área bien 
delimitada donde el parénquima del hígado está completamente reemplazado 
por material necròtico de color amarillento y de consistencia cremosa, 
generalmente rodeado por un anillo de tejido hepático congestivo. El material 
necròtico puede ser sólido blando o semilíquido; frecuentemente es espeso y 
algo mucoide. La parte líquida del área necròtica se encuentra en el centro del 
absceso, mientras que la parte sólida se adhiere a la superficie interna de la 
cavidad (Martínez-Palomo, A. 1989). 
El tamaño del absceso hepático varia de lesiones puntiformes hasta 
masas de material necròtico que puede sustituir hasta el 90% del hígado normal. 
Es posible que la presencia de las vitaminas 107 de Diamond en el 
crecimiento de los trofozoítos de £. histolytica puedan contribuir en un aumento 
en la actividad hemolítica y fosfolipásica producida por la fracción vesicular P30 
y la producción de abscesos hepáticos en hamsters por los trofozoítos 
amibianos. 
2.8 OBJETIVO GENERAL 
Comparar la actividad hemolítica, fosfolipásica y la producción de 
abscesos hepáticos de trofozoítos cultivados en presencia y ausencia de 
vitaminas 107 de Diamond. 
2.9. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
El presente trabajo se dividió en los siguientes nueve objetivos específicos: 
1) Material biológico utilizado que consistió en: a) cultivo axénico de la cepa 
HM1; b) obtención de los eritrocitos de rata de la cepa Sprague Dauley, c) 
mantenimiento y reproducción de los hámsters sirio dorados (Mesocrícetus 
auratus). 2) El mantenimiento de las cepa de referencia de E. histofytica cepa 
HM1:IMSS, en presencia (PEHPS-CV) y ausencia (PEHPS-SV) de vitaminas 
107 de Diamond. 3) La obtención de la fracción vesicular P30 de las cepa 
HM1:IMSS cultivadas en PEHPS-CV y PEHPS-SV. 4) Determinación de los 
parámetros de crecimiento de las amibas cultivadas en PEHPS-CV y PEHPS-
SV. 5) La cuantificación y comparación de la actividad hemolítica de la fracción 
P30 obtenida en PEHPS-CV y PEHPS-SV, en cuanto al tiempo y la dosis 
necesarias para obtener DH50. 6) La determinación y comparación de la 
actividad fosfolipásica del tipo A2 de la fracción P30 en cuanto al tiempo y dosis 
en PEHPS-CV y PEHPS-SV. 7) Reproducir y mantener a los hámster Sirio 
Dorados. 8) Determinar el grado de patogenicjdad de las amibas cultivadas en 
PEHPS-CV y PEHPS-SV estimadas por sus capacidades para producir 
abscesos hepáticos en hámster y 9). Análisis estadístico de los resultados 
obtenidos. 
3. MATERIAL Y METODOS 
3.1.- MATERIAL BIOLOGICO. 
3.1.1. CULTIVOS AXÉNICOS DE E. histolytica DE LA CEPA 
HM1:IMSS. 
Esta cepa proviene del cepario del Dr. Salvador Said Fernández del 
Laboratorio de Biología Celular y Molecular del Centro de Investigaciones 
Biomódicas del Noreste IMSS. 
Conservamos la cepa de referencia mediante subcultivos en el medio 
PEHPS, además de los cultivos masivos de amibas en suspensión (Saíd-
Femández, S. y Mata-Cárdenas, B. D. 1992) en volúmenes de hasta 2 litros. 
Llevamos dos grupos de referencia de la cepa HM1:IMSS. El primero consistió 
en añadir al medio PEHPS 250 pl de vitaminas 107 de Diamond por cada 10 mi 
de medio y a este grupo lo llamamos PEHPS-CV; y al segundo grupo le 
añadimos 250 pl de SSB al cual llamamos PEHPS-SV. 
Anestesiamos a la rata por vía intraperitoneal, con una solución de 0.063 
g/ml de pentobarbital sódico de uso veterinario (Smithkline Norden, México), 
con jeringa desechable de 1 mi y aguja calibre No. 25 a una dosis de 3 a 5 
mg/100 g de peso corporal. Con esta dosis inducimos una anestesia profunda 
en 10 minutos, y con una duración aproximada de una hora. Procedimos 
entonces a rasurar el vientre y desinfectamos el área con una solución acuosa 
de cloruro de benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente después colocamos 
campo estéril y con tijeras realizamos laparotomía exploratoria exteriorizando y 
rechazando hacia la derecha las asas intestinales y de esta forma visualizar la 
arteria aorta descendente. Colectamos la sangre y la diluimos con un volumen 
igual de solución de Alsever, mediante punción aórtica con aguja calibre No.20. 
Inmediatamente después del sangrado obtuvimos los eritrocitos con tres 
lavados de la sangre por centrifugación (9 min. a 600 x g y 4 °C)¡ los dos 
primeros lavados se hicieron con PBS (solución amortiguadora de fosfatos: 
NaCI 6.5 g; K 2 HP0 4 2.8 g; KH2P04 0.4 g en 1000 mi de agua a pH 7.0) y el 
tercero con SSB (solución salina balanceada de Hanks: CaCh 0.0175 g; 
Glucosa 0.1 g; NaCI 0.72 g; KCI 0.4 g; MgS0 4 0.02 g; Trizma base 0.012 g en 
100 mi de agua a pH 8.0 con una osmolaridad de 290 mOsm/Kg). Después de 
cada centrifugación eliminamos por aspiración el sobrenadante líquido y el 
sedimento blanco (leucocitos) depositados sobre la pastilla de eritrocitos. 
Fraccionamos los paquetes celulares en alícuotas de 1 mi y los almacenamos a 
4 °C hasta por una semana. 
3.1.3. MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO. 
Como modelo experimental para producir amibiasis hepática, utilizamos 
hámsters sirio dorados (Mesocrícetus auratus), machos recién destetados, con 
un peso de 40-60 g,(Kretschmer, R. R. 1994) los cuales fueron criados y 
mantenidos en el bioterio del Centro de Investigación Biomédica del Noreste. 
3.1.4. MÉTODO PARA LA OBTENCIÓN DE CRÍAS DE HÁMSTER A 
NIVEL DEL BIOTERIO. 
Utilizamos hámsters jóvenes adultos en edad reproductora de 6 a 8 
semanas con un peso de entre 80 y 100 g. El sistema reproductivo que usamos 
para la obtención de crías fue el sistema poligámico harén en el cual se 
aparean, un grupo de 5 hembras con 2 machos por un período de 8 a 12 días, 
después de este tiempo retiramos a las hembras, y las alojamos en jaulas 
individuales donde de 4 a 15 días después iniciaron el parto, una hembra 
puede parir en promedio entre 5 y 10 crías. Las crías al nacer son poco 
desarrolladas y exigen temperaturas elevadas, por tal motivo las hembras 
construyen un nido, denominado " nido maternal", en el cual se inicio el parto. A 
la semana de nacidas las crías, fueron sexadas y mantenidas en lactación por 
un período de 26 a 28 días, después de este período, las separamos en dos 
grupos de machos y hembras, de 25 animales por jaula, formando así los 
grupos que más tarde utilizamos para los experimentos planteados en este 
proyecto de tesis (Harkness, J. E y Wagner, J. E. 1980). 
3.2.- TROFOZOITOS ENTEROS 
Incubamos las cepas HM1:IMSS de E. histolytica a 37 °C en los medios 
PEHPS-CV y PEHPS-SV. Antes de cada resiembra observamos los cultivos en 
un microscopio invertido para comprobar el buen aspecto morfológico y la 
movilidad de las amibas. Después sumergimos suavemente, botellas o tubos en 
agua-hielo por 10 min, los agitamos suavemente determinando la concentración 
amibiana con un hemacitómetro e inoculamos un número conocido de amibas 
en tubos o botellas conteniendo medio PEHPS-CV o PEHPS-SV. Cosechamos 
las amibas mediante enfriamiento en agua-hielo por 10 min y las centrifugamos 
a 600 x g por 10 min. a 4 °C y las lavamos con SSB. 
3.3. FRACCION SUBCELULAR P30 
Resuspendimos los trofozoítos provenientes de cada medio de cultivo en 
presencia y ausencia de vitaminas y las lavamos con dos volúmenes de 
amortiguador SSB agitando suavemente con pipeta Pauster y homogeneizamos 
con 100 golpes de un homogeneizador tipo Elvehjem-Potter de borosilicato con 
émbolo de teflón (Bélico, Glass Inc. N. Y. EUA) activado con un motor eléctrico 
a 1000 rpm. Después de este tratamiento centrifugamos el extracto total a 135 x 
g por 15 min obteniendo un sedimento, la fracción nuclear (N) y el sobrenadante 
correspondiente, a este ultimo lo centrifugamos a 30,000 x g por 30 min. El 
sedimento corresponde a la fracción P30, la cual la resuspendimos con un * 
volumen de amortiguador de SSB y la guardamos a - 70 °C hasta su uso. 
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Figura 3. Obtención de las fracciones subcelulares amibianas. 
3.4.- DETECCION DE PARAMETROS DE CRECIMIENTO DE TROFOZOÍTOS 
DE E. histolytica CULTIVADOS EN PEHPS-CV Y PEHPS-SV. 
Mantuvimos a los trofozoítos en los medios de cultivos PEHPS-CV y 
PEHPS-SV, resembrando estos, en cada medio a 3 tubos a la vez; del mejor 
inoculamos 1,000 amibas por ml a cada uno de los tres nuevos tubos con 
medio PEHPS-CV o PEHPS-SV fresco respectivamente. Conservamos los de 
la penúltima resiembra hasta comprobar el crecimiento de las amibas y la 
ausencia de contaminación en los cultivos recién sembrados. Para determinar 
los parámetros de crecimiento realizamos curvas de crecimiento, donde 
resembramos 28 tubos conteniendo 10 mi de medio PEHP, 1 mi de suero 
bovino, 1,000 amibas por mi y 250 pl de vitaminas 107 de Diamond (PEHPS-
CV). Por otra parte resembramos otros 28 tubos en las mismas condiciones 
arriba descritas pero con la diferencia que le agregamos 250 pl de SSB 
(PEHPS-SV), en lugar de las vitaminas 107 de Diamond. Los tubos los 
incubamos a 37 °C y cada 24 horas tomamos 4 tubos de cada grupo, los 
pusimos en agua-hielo por 10 min y con un hemacitómetro sacamos la 
concentración de amibas por mi, esto lo hicimos por 7 días. Con los datos 
obtenidos los procesamos por regresión lineal, para obtener los parámetros de 
crecimiento como: tiempo de duplicación, tiempo de generación y velocidad de 
crecimiento. La regresión lineal se realizó a partir de la distribución del número 
de amibas (variable dependiente) y con respecto al número de días (variable 
independiente) entre 0 a 7 días, donde obtuvimos 3 fases de la curva de 
crecimiento (adaptación, logarítmica y la fase estacionaria). De la fase 
logarítmica en proporción lineal se aplicó el análisis estadístico de regresión 
lineal para determinar los parámetros de crecimiento antes mencionados. 
3.5. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA. 
Determinamos la actividad hemolítica mediante la liberación porcentual de 
hemoglobina. En tubos de polipropileno (Eppendorf de 1.5 mi) con 25 pl de 
eritrocitos de rata al 2%, ajustamos los volúmenes de las mezclas de ensayo a 
50 pl con SSB (control negativo), fracción P30 obtenida en medio PEHPS-CV o 
PEHPS-SV y las incubamos a 37 °C en un baño de agua por tiempos variables. 
Al cabo de los cuales añadimos 1 mi de PBS, centrifugamos los tubos por 9 
min. a 600 X g, en una centrífuga (Beckman de 12 plazas) y medimos la 
absorbancia de los sobrenadantes a 415 nm. La determinación de la actividad 
hemolítica de la fracción P30 (fracción con mayor actividad hemolítica 84%) se 
obtuvo, mediante la liberación porcentual de hemoglobina. La absorbancia de 
los lisados de eritrocitos de rata es máxima a 415 nm. Calculamos la liberación 
porcentual de hemoglobina de la fracción subcelular P30 (150 pg de proteína 
total). Dividimos el promedio de las absorbancias contra la liberación de 
hemoglobina (obtenida por choque hipotónico con agua destilada -control 
positivo-), multiplicada por 100. 
Graficamos el porcentaje de hemoglobina liberada contra la concentración 
de las P30 obtenidas PEHPS-CV y PEHPS-SV y obtuvimos curvas sigmoides 
en cuyas regiones lineales determinamos por interpolación la dosis hemolítica 
media (DHso)-
3.6.- METODO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA. 
Determinamos la actividad fosfolipásica del tipo A2, basándonos en el 
método descrito por Vargas-Villarreal J. y col. (Vargas-Villarreal, J. et al. 1995), 
que consistió en: determinar los productos de hidrólisis (ácidos grasos liberados 
(AGL) y lisofosfatidilcolina (LFC)} del 2-palmito¡l-[2-palmitoil 14C]fosfatidilcolina 
(|14C]FC). Este substrato esta marcado en el carbón 1 del ácido palmítico 
esterificado en la posición 2 del glicerol, considerando que sí la radioactividad 
se localizaba en las manchas cromatográficas correspondientes a [14C]LFC, 
pero no en las de [14C]AGL, la enzima sería del tipo Ai. En el caso contrario 
estas corresponderían a una fosfolipasa del tipo A2. Los lípidos marcados 
fueron diluidos con fosfatidilcolina (FC) de yema de huevo a una concentración 
especifica de 1800 pCi/mole y solubilizadas en presencia de 0.4 % de Tritón X 
100. Estas mezclas fueron diluidas 1:1 con la fracción P30. El ensayo final (0.02 
mi) contiene: 100 mM de Tris-HCL, pH 8.0, 0.138 m M de FC, 0.2% de Tritón X 
100, 1 m M de calcio y la muestra. Después de tiempos variables de incubación 
o concentraciones diferentes de proteínas, la reacción fue parada con 25 pl de 
una mezcla de FC (0.75 mg/ml), AGL (1 mg/ml), LFC (1 mg/ml) en TCA-butanol 
(5 %), agitamos los tubos en un vértex. Determinamos la radioactividad 
presente en las manchas correspondientes a FC, LFC y AGL, separadas 
mediante cromatografía en placa fina (Vargas-Villarreal, J. et ai 1995). 
Aplicamos 25 pl en placas cromatográficas de sílíca gel; separamos los lípidos 
utilizando un disolvente para lípidos no polares como son el 
cloroformo: metanol.ácido acético:agua (170:40:16:8). Después colocamos las 
placas en una cámara saturada con vapores de yodo, con lo cual las manchas 
lipídicas se revelaron como puntos amarillos o cafés sobre el fondo blanco 
(Skipsky, J. P. y Barclay, M. 1969). Finalmente mezclamos cada mancha 
lipídica con 5 mi de mezcla para centelleo líquido (2-5 difeniloxazole PPO, 6% 
en tolueno) en viales de borosilicato de 20 mi de capacidad. Hicimos la 
cuantificación en un espectrofotómetro de centelleo líquido (Beckman 
Instrument, modelo Tri-Carb 1600 TR Packard A camberra Company. (Vargas-
Villarreal, J. etai 1995) 
3.7. CUANTIFICACION DE PROTEINAS. 
Determinamos la concentración de proteínas en la fracción P30 
amibianas (muestras particuladas) mediante el método de Lowry y col. (Lowry, 
O. H. etai 1951). 
3.8. INDUCCION DE ABSCESOS HEPATICOS PRODUCIDOS POR 
TROFOZOITOS DE E. histolytica CULTIVADOS EN PEHPS-CV Y PEHPS-SV. 
Utilizamos hámsters Sirio Dorado (Mesocricetus auratus). Inoculámos 
106 trofozoítos crecidos en medio PEHPS-CV o PEHPS-SV a cada hámster, 
utilizando 25 machos hámster por cada grupo. Anestesiamos a los animales por 
vía intraperitoneal, con una solución de 0.063 g/ml de pentobarbital sódico de 
uso veterinario (Smithkline Norden, México), con jeringa desechable de 1 mi y 
aguja calibre No. 25 en dosis de 6.3 mg/100g de peso corporal. Con esta dosis 
inducimos una anestesia profunda en 10 minutos, y con una duración 
aproximada de una hora. Procedimos entonces a rasurar el vientre del hámster 
y desinfectamos el área operatoria con una solución acuosa de cloruro de 
benzalconio al 0.25 %. Inmediatamente después colocamos campo estéril y con 
tijeras realizamos una pequeña incisión en abdomen de 1.5 cm en la línea 
media, por abajo del apéndice xifoides del esternón, exponiendo el hígado. 
Inoculamos a cada Hámster 10® amibas, suspendidas en 0.1 mi de medio 
PEHP basal, directamente en el lóbulo ventral del hígado, con una aguja calibre 
No. 25. Después de la inoculación hicimos hemostasia en el punto de la 
inoculación con gelfoam esponja estéril hemostática (Upjohn), y suturamos la 
incisión, mediante súrgete continuo con candado, abarcando los planos 
peritoneal muscular y cutáneo, con seda estéril calibre 000 (González-Garza, 
M.T. etal. 1996). 
La evaluación de las lesiones hepáticas la realizamos 7 días después de 
la inoculación, mediante una laparotomía exploratoria, practicada a cada animal 
de cada grupo. Para demostrar la presencia de los trofozoítos vivos en los 
abscesos hepáticos; tomamos piezas del tejido afectado de 0.5 cm y las 
pusimos directamente en el medio de cultivo PEHPS. Después de 72 h. 
observamos los tubos bajo el microscopio invertido para confirmar la presencia 
de los trofozoítos vivos. 
3.9. ANALISIS ESTADISTICO EMPLEADO EN ESTA TESIS. 
Analizamos estadísticamente, los resultados obtenidos en las secciones 
anteriores, donde utilizamos prueba exacta paramétrica como; Regresión lineal, 
ANOCOVA (Análisis de covarianza para pendientes e intersectos) y T de 
Student (para comparar medias). De las pruebas no paramétricas usamos la 
Prueba exacta de Fisher's para comparar el daños producido por ambos 
tratamientos (PEHPS-CV y PEHPS-SV) en la inducción de los abscesos 
hepáticos en los hámster Sirios Dorados. (Dawson B y Trapp R. G. (1993). 
4. RESULTADOS 
4.1. CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA HM1:IMSS CULTIVADA EN 
PRESENCIA Y AUSENCIA DE VITAMINAS 107 DE DIAMOND. 
Desde hace muchos años se han utilizado las vitaminas 107 de Diamond 
como un suplemento nutricional en los cultivos de E. histolytica. Todos los 
trabajos anteriores se han basado en discernir si estos componentes son 
esenciales para el crecimiento de las amibas en presencia de las vitaminas. 
Hasta la fecha no se han encontrado datos que sustenten que las amibas 
requieran estos factores para su crecimiento, pero esta hipótesis no se ha 
aplicado a factores de virulencia de las amibas, como se basó esta tesis. 
Por lo anterior, decidimos explorar con mayor profundidad el efecto de 
las vitaminas 107 de Diamond y su participación en algunos parámetros que 
son considerados como factores de virulencia. 
Como paso inicial, determinamos algunos factores de crecimiento de la 
cepa HM1.IMSS, cult ivadas en el medio PEPHS, en presencia (PEHPS-CV) y 
ausencia (PEHPS-SV) d e vitaminas 107 de Diamond. La (Fig.4) corresponde a 
una curva típica de crecimiento de la cepa HM1:IMSS en medio PEHPS-CV y 
en medio PEHPS-SV. 
Las funciones que encontramos en la fase exponencial de crecimiento en 
el medio PEHPS-CV correspondió a la siguiente ecuación: numero de 
amibas/ml = 0.04974 (120) + 7.00836 correlación con la recta 0.987 
En el medio PEHPS-SV correspondió a la siguiente ecuación: numero de 
amibas/ml = 0.04302 (120) + 6.9592 correlación con la recta r *= 0.983 
A partir de cada ecuación determinamos un tiempo de duplicación de 
8.75 h, un tiempo de generación de 13.7 h y su velocidad de crecimiento fue de 
0.049 h"1 en las amibas en el medio PEHPS-CV. En las amibas cultivadas en el 
medio PEHPS-SV encontramos un tiempo de duplicación de 8.11 h, un tiempo 
de generación de 14.79 h y una velocidad de crecimiento de 0.043 h"1. Con 
estos resultados observamos lo ya reportado por otros autores (Mata-Cárdenas 
B. D. y Said-Fernández S. 1990) que no hay diferencia estadísticamente 
significativa entre la presencia y ausencia de vitaminas 107 de Diamond en el 
crecimiento de las amibas. Estos parámetros de crecimiento nos sirvieron 
además para definir tanto el inoculo como los días de cultivo necesarios para 
obtener cultivos creciendo en la fase exponencial y en buenas condiciones 
fisiológicas. 
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Figura 4. Relación temporal del crecimiento de la cepa HM1 en medio PEHPS-CV 
y PEHPS-SV. Inoculamos por triplicado 1,000 amibas por mililitro en tubos con 10 mi 
de medio PEHPS, 1 mi de suero bovino y 250 de vitaminas 107 de Diamond PEHPS-
CV (O) o 250 ni de SSB PEHPS-SV ( • ) . Después de diferentes tiempos de incubación 
a 37 °C determinamos la densidad de los cultivos con un hemacitómetro. Cada punto 
corresponde a cuatro determinaciones en dos experimentos independientes. 
La actividad hemolítica de las fracciones de P30 obtenida en los medios 
PEHPS-CV y PEHPS-SV fueron dependientes tanto del tiempo de incubación 
como la dosis. Estas fracciones con respecto al tiempo, encontramos que no 
existe un período lag en ambos tratamientos. En la P30 obtenida en PEHPS-
CV encontramos que el porciento de hemoglobina liberada se incrementó 
linealmente en función al tiempo de incubación alcanzando un máximo a los 60 
min. A los 23.8 min. se logra el 50% de liberación de hemoglobina (Fig. 5). Con 
la P30 obtenida en el medio PEHPS-SV, encontramos una curva sigmoidea 
donde observamos que el 50% de hemoglobina liberada fue a los 63 min. de 
incubación. La P30 de PEHPS-CV, fue 2.65 veces mas activa que la P30 
obtenida en PEHPS-SV. Para todas las determinaciones usamos 150 pg de 
P30. En las curvas dosis-respuesta encontramos que la liberación de 
hemoglobina se incrementa en forma proporcional con concentraciones 
crecientes tanto con P30 obtenida en PEHPS-CV como en PEHPS-SV (Fig. 6). 
La DHso correspondió a 53.5 y 130 pg respectivamente. La P30 de PEHPS-CV 
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Figura 5. Relación temporal de la actividad hemolítica de P30 obtenida en PEHPS-
CV y PEHPS-SV. A tiempos variables de incubación determinamos el porciento de 
hemoglobina en mezclas de ensayo con 25 |il. de eritrocitos de rata al 2 % y 150 jig. de 
proteínas de las fracciones P30 obtenida en PEHPS-CV (O) o PEHPS-SV ( • ) . Todas 
las determinaciones se hicieron en las mismas condiciones y se incubaron durante el 
tiempo de hasta 60 min. indicado en la gráfica. Después de cada tiempo añadimos a 
cada mezcla 1 mi de PBS, centrifugamos los tubos a 600 x g por 9 min. a 4 ®C. y 
medimos la absorbancia de los sobrenadantes para determinar el porciento de 
hemoglobina liberada con respecto a la de un número equivalente de eritrocitos Usados 
por choque hipotónico. Los símbolos corresponden al promedio y desviación estándar 
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Figura 6.- La fracción P30 obtenida en PEHPS-CV y PEHPS-SV presentan ' 
actividad hemolítica dependientes de la dosis. Después de 60 min. de incubación a 
37 °C. determinamos el porciento de hemolisis en mezclas de ensayo con 2% de 
eritrocitos de rata y cantidades variables de P30 obtenidas éh PEHPS-CV (O) y P E H P S - ' 
SV ( • ) suspendidas en 25 pl. de SSB. Cada símbolo corresponde al promedio y ' 
desviación estándar de ocho determinaciones en dos experimentos independientes. 
4.3. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD FOSFOLIPASICA DEL 
TIPO A2 DE LA FRACCION P30 OBTENIDA DE AMIBAS CULTIVADAS 
EN MEDIO PEHPS-CV Y PEHPS-SV. 
Después de los resultados obtenidos en la hemolisis, nuestro siguiente 
paso fue determinar y cuantificar la presencia de actividad de fosfolipasa del 
tipo A2 en las P30 obtenidas en PEHPS-CV y PEHPS-SV: Esta actividad es 
considerada como otro parámetro para medir la virulencia amibiana. Por ello 
nos propusimos cuantificar la actividad de fosfolipasa del tipo A2 en las P30. Al 
incubar a 37 °C. por t iempos variables con 150 pg. de proteína total de P30 de 
PEHPS-CV (O) y PEHPS-SV ( • ) , encontramos que la liberación de [14C]AGL 
(correspondiente a la actividad fosfolipásica de tipo A2) en ambas P30's se 
incrementó linealmente en función del tiempo de incubación (Fig. 7). También 
observamos que la radioactividad obtenida en las manchas cromatográficas de 
la P30 de los trofozoítos cult ivados en el medio PEHPS-CV fue 2.75 veces 
mayor que la P30 obtenida e n PEHPS-SV. 
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Figura 7.- Relación temporal de la actividad fosfolipásica de P30 obtenida de los 
medios PEHPS-CV y PEHPS-SV. A tiempos variables de incubación a 37 °C. 
determinamos la actividad fosfolipásica de P30 obtenida de trofozoítos en los medios 
PEHPS-CV (O) y PEHPS-SV ( • ) . Cuando en las mezclas de ensayo usamos como 
substrato 4 pCi de [14C]FC(2) y 150 pg. de proteína total de P30, suspendidas en SSB. 
Después de la incubación separamos los productos de hidrólisis mediante cromatografía 
en placa fina y Jas cuantificamos en un contador de centelleo líquido. Los símbolos 
corresponden a [14C]AGL. Los puntos corresponden al promedio y desviación estándar 
de 8 determinaciones en 2 experimentos independientes. 
Una vez que conocimos la dependencia del tiempo en la actividad 
fosfol ipásica de la P30 obtenida en ambos medios PEHPS-CV y PEHPS-SV; 
nos propusimos cuantificar estas actividades de las P30 con respecto a la 
dosis. Donde encontramos que la P 3 0 se incrementaron linealmente con 
respecto a diferentes concentraciones de proteína entre 0 y 100 pg. de proteína 
total, sin ninguna diferencia estadísticamente significativas entre ambas P30, 
pero con 150 pg. de proteínas observamos que la P30 proveniente de PEHPS-
CV fue 2 .8 veces mayor su actividad que la P30 obtenida del medio PEHPS-SV 
(Fig. 8). 
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Figura 8.- Relación entre la cantidad de proteína total de P30 obtenida de los ^ 
medios PEHPS-CV y PEHSSV y la liberación del [ l 4C¡AGL. Determinamos la 
actividad de fosfolipasa usando una mezcla de ensayo con 4 pCi de [14C] FC(2) y 
concentraciones variables de proteínas de P30 obtenidas de los medios PEHPS-CV (O) 
y PEHPS-SV ( • ) . Después de 150 min. de incubación a 37 °C. determinamos la 
radioactividad correspondiente a la mancha lipidica de [14C]AGL después de separar los 
productos de hidrólisis mediante cromatografía en placa fina. Los símbolos 
corresponden al promedio y desviación estándar de 8 determinaciones en 2 
experimentos independientes. 
4.4. CAPACIDAD DE LAS AMIBAS CULTIVADAS EN PEHPS-CV Y PEHPS-
SV PARA PRODUCIR ABSCESOS HEPATICOS EN HAMSTERS. 
El aspecto de' los abscesos hepáticos de los hámsters, inducidos por los 
trofozoítos de E. histolytica cultivados en los medios PEHPS-CV y PEHPS-SV 
fueron de apariencia granulosa, y ocuparon la mayor parte del lóbulo ventral, 
sitio donde se inocularon los trofozoítos de ambos medios de cultivo. El tamaño 
de los abscesos en promedio de los trofozoítos provenientes del medio 
PEHPS-CV fue de 2.8 cm ancho por 2 cm de largo. Además observamos que 
la lesión invadió también en algunos casos el lóbulo dorso-caudal izquierdo del 
hígado afectado (Fig. 9) 
Figura 9.- Producción de abscesos hepáticos en hámsters con trofozoítos cultivados 
en medio PEHPS-CV. Cosechamos los trofozoítos en fase exponencial de crecimiento 
Ajustamos la concentración a 106 trofozoítos en 0 1 mi de medio basal PEHP 
Inoculamos esta suspensión en el lóbulo ventral del hígado de cada hámster 
Analizamos los resultados después de 7 días Los datos corresponden a grupos de 25 
animales por grupo 
En contraste el tamaño promedio de los abscesos producidos por los 
trofozoítos obtenidos en el medio PEHPS-SV fueron de 0.85 cm de ancho y 
0 60 cm de largo. (Fig 10) 
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Figura 10.- Producción de abscesos hepáticos en hámsters con trofozoítos 
cultivados en medio PEHPS-SV. Cosechamos los trofozoítos en fase exponencial de 
crecimiento Ajustamos la concentración a 106 trofozoítos en 0.1 mi de medio basal 
PEHP Inoculamos esta suspensión en el lóbulo ventral del hígado de cada hámster 
Analizamos los resultados después de 7 días. Los datos corresponden a grupos de 25 
animales por cada grupo. 
Los trofozoítos cultivados en medio PEHPS-CV y PEHPS-SV fueron 
capaces de producir abscesos hepáticos en hámsters en un 88 % y 60 % 
respectivamente (Tabla I). El análisis estadístico demostró una diferencia 
significativa (p < 0.05) cuando se compararon los dos tratamientos La forma, 
aspecto y tamaño de los abscesos inducidos con trofozoítos cultivados en 
PEHPS-SV produjeron abscesos localizados cerca de la zona del inoculo y su 
tamaño fue notablemente menor (3.27 veces) que los abscesos producidos por 
las amibas cultivadas e n el medio PEHPS-CV (Fig. 9 y 10). 
TABLA I. Relación de animales que presentaron abscesos hepáticos 
amibianos 
MEDIOS No. POSITIVOS/No. TOTAL PORCENTAJE 
PEHPS-CV 22 / 25 8 8 % 
PEHPS-SV 15 / 25 6 0 % 
Estos resultados fueron evaluados por análisis estadístico no 
paramétrico por medio de la prueba exacta de Fischer's donde 
encontramos una diferencia significativa de P < 0.05 
5. DISCUSION 
La virulencia de los microorganismos, incluyendo la de los protozoarios es 
un fenómeno muy complejo que depende de dos propiedades generales: 
invasividad y la toxigenicidad (Davis, B. D. et al. 1973). La virulencia de E. 
histolytica (cuyos mecanismos patogénicos se desconocen en gran parte), 
parece depender fundamentalmente de su invasividad ya que sus efectos 
destructivos se llevan acabo por su gran capacidad para proliferar y destruir los 
tejidos del huésped (Davis, B .D. et al. 1973; Ravdin, J. I y Guerrant, R. L. 
1982). En los últimos años se han propuesto las siguientes cinco etapas como 
constituyentes probables en una parte importante de los mecanismos 
patogénicos de las amibas, y que pueden analizarse cuantitativamente in vitro, 
estas son: quimiotáxis (Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. I. y 
Guerrant R. L. 1982), adhesión a las células blanco por lectinas específicas 
(Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. I. y Guerrant R. L. 1982), citólisis 
por contacto (Ravdin, J. I y Guerrant, R. L. 1982; Vargas-Villarreal, J y Said-
Fernández S. 1984; Saíd-Fernández S., y López-Revilla, R. 1982; Saíd-
Fernández S, at el. 1986), fagocitosis (Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971; 
Ravdin, J. I y Guerrant, R. L. 1982) y degradación intracelular (Roa, V. G. y 
Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. I y Guerrant, R. L. 1982). 
En nuestro grupo estamos interesados en estudiar los posibles factores 
involucrados en la citólisis por contacto d e estos parásitos, sobre las células 
blanco. Desde hace algunos años se h a propuesto que la presencia de 
actividades biológicas asociadas a membrana o liberadas al medio de cultivo, 
podrían estar involucradas en los mecanismos líticos usados por este parásito, 
tales son: lectinas, colagenasa, proteínas formadoras de poros, tiol-proteasas, 
hemolisinas y citolsinas (Mata-Cárdenas B. D.1998; Ravdin, J. i y Guerrant, R. 
L. 1982; Roa, V. G. y Padma, M. C. 1971; Ravdin, J. I. y Guerrant R. L. 1982; 
Vargas-Villarreal, J y Said-Fernández S. 1984; Saíd-Fernández S., y López-
Revilla, R. 1982; Saíd-Fernández S. y López-Revilla, R. 1986; Saíd-Fernández 
S, et al. 1986). En estos últimos dos mecanismos líticos se han propuesto que 
una o varias fosfol ipasas del tipo A2 están relacionadas con estas actividades 
patogénicas de E. histolytica y que esta(s) podría(n) ser un posible factor de 
virulencia de es te parásito (Vargas-Villarreal, J. et al. 1995; Saíd-Fernández S, 
etal. 1986). 
Para el cult ivo axénico in vitro de los trofozoítos de E. histolytica se utiliza 
preferentemente el medio TYI-S-33 (Diamond L. S. et al. 1978). En nuestro 
laboratorio hace mas de 10 años desarrol lamos un nuevo medio de cultivo para 
el crecimiento d e este parásito, el cual lo hemos llamado PEHPS y está 
compuesto principalmente de extracto de hígado de res y páncreas de res y 
puerco (Saíd-Fernández, S , et al. 1988). En ambos medios se requiere la 
presencia de un 9% de suero bovino o equ ino para que las amibas puedan 
crecer vigorosamente, sin este componente las amibas se mueren a los tres 
días de cultivo. 
En 1980 Saíd-Femández y col. demostraron actividad hemolítica en 
homogenados de amibas, la mayor actividad se localizó en una fracción 
subcelular llamada "P30". Esta fracción (P30) es vesicular, es decir esta 
compuesta por vesículas selladas - analizada por microscopía electrónica de 
membranas celulares, así como de vesículas digestivas y lisosomales propias 
de los trofozoítos. Anteriormente, habíamos ya encontrado que el grueso de la 
actividad hemolítica, citolítica y fosfolipásica se encontraba en dicha fracción 
(Saíd-Femández S., y López-Revilla, R. 1982), la cual es cuatro veces mayor 
que en los extractos totales amibianos (Saíd-Femández S., y López-Revilla, R. 
1986). Estas actividades son máximas en esta fracción P30 en presencia de 
Calcio 1 mM y a pH 8.0. Por estas razones, decidimos emplear la fracción P30 
para cuantificar las actividades hemolítica y fosfolipásica en presencia y 
ausencia de vitaminas 107 de Diamond y determinar si estas actividades son 
modificadas por la presencia de estos nutrientes. 
Obtuvimos la fracción P30 de los extractos totales de los trofozoítos 
crecidos en presencia y ausencia de vitaminas 107 de Diamond, mediante 
homogeneizacíón mecánica para preservar, en lo posible, la 
compartamentalización subcelular (Fig 3); otros investigadores rutinariamente 
homogeneizan los trofozoítos mediante sonicación o ciclos repetidos de 
congelación-descongelación, con lo que posiblemente se desnaturalizan 
algunas enzimas. Ello explicaría la falta de éxito en múltiples intentos para 
detectar algunas actividades en los extractos amibianos (Ravdin, J. I. y 
Guerrant R. L. 1982). Evitamos el uso de suero, d e medios indefinidos o de 
cualquier componente en las mezclas de ensayo para determinar actividad 
hemolítica y fosfolipásica que pudieran interferir e n estas actividades líticas 
producidas por la fracción P30. 
Elegimos a la cepa HM1: IMSS de E. histoJytica para desarrollar este 
trabajo por ser una de las cepas que produce mayor daño a las células 
(Kretschmer, R. R. 1994) y porque ella ha sido una cepa de referencia, además 
porque esta cepa es la más virulenta que se tiene en los laboratorios. 
Seleccionamos como células blanco a los eritrocitos de rata de la cepa 
Sprague Dawley por ser células susceptibles al e fec to lítico de las fracciones 
amibianas y porque su composición y estructura d e sus membranas son bien 
conocidas (Saíd-Femández S., y López-Revilla, R. 1982) además estas células 
son muy abundantes y fáciles de obtener y manipular 
Por otro lado, las vitaminas 107 de Diamond (Diamond L. S. et a!. 1978), 
son un suplemento que puede o no agregarse a los medios de cultivo 
tradicionales. Los trabajos de investigación que se han reportado sobre el uso 
en los medios de cultivos amibianos en presencia de las vitaminas 107 de 
Diamond, han sido dirigidos sobre el crecimiento d e E. histolytica, en donde se 
han encontrado que no hay diferencia estadísticamente significativa en los 
rendimientos de las amibas cultivadas en estas condiciones. Hasta la fecha, no 
existen reportes sobre la contribución de las vitaminas, en la expresión y 
producción de los factores putativos involucrados en virulencia de este 
protozoario o bien en la selección de una subpoblación de amibas que podrían 
resultar más virulentas. (Gutíerrez, G y Muñoz, O. 1994). 
De acuerdo con lo anterior, decidimos explorar el crecimiento de E 
histolytica en presencia (PEHPS-CV) y ausencia (PEHPS-SV) de las vitaminas 
107 de Diamond en el medio PEHPS, donde hasta la fecha no se había 
probado si las vitaminas podían proporcionar una diferencia en la densidad de 
las amibas. Cuando utilizamos esta estrategia encontramos lo que sucede en 
otros medios de cultivos; que no existe una diferencia estadísticamente 
significativa entre las dos pendientes, alcanzando una densidad de 
aproximadamente 250,000 amibas a los 6 días de incubación a 37°C en ambos 
tratamientos (Fig 4). Con estos resultados pudimos confirmar lo esperado, que 
la presencia de vitaminas 107 de Diamond no se refleja en la densidad de las 
amibas cultivadas in vitro; lo cual concuerda con lo que ya ha sido reportado 
por otros investigadores en otros medios de cultivo (Martínez-Palomo, A. 1982; 
Mata-Cárdenas B. D. 1998; Mata-Cardenas B. D. y Said-Fernández S. 1990) ya 
que los tiempos de duplicación y de generación correspondieron para los 
trofozoítos cultivados en PEHPS-CV y PEHPS-SV a 8.75 y 8.11 h. y 13.7 y 
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14.79 h respectivamente, no resultando una diferencia significativa entre ambos 
tratamientos. 
En vista de los resultados anteriores decidimos analizar la participación de 
la actividad hemolítica de la fracción P30 obtenida de trofozoítos crecidos en 
PEHPS-CV y PEHPS-SV. Con respecto al tiempo de incubación encontramos 
que las actividades en ambos tratamientos no presentaron un período Lag, es 
decir ambas actividades comienzan a liberar hemoglobina por el daño a los 
eritrocitos a los primeros minutos de incubación; esto posiblemente sea debido 
a la gran susceptibilidad de los eritrocitos empleados en nuestros ensayos. El 
50 % de hemolisis en la P30 obtenida en PEHPS-CV fue alcanzado en 23.8 
min y en PEHPS-SV a los 63 min de incubación (Fig 5). Observamos que la 
P30 proveniente de PEHPS-CV fue 2.65 veces mas activa que la P30 de 
PEHPS-SV. Una relación similar la encontramos en las curvas dosis-respuesta 
con ambos tratamientos la P30 obtenida en PEHPS-CV fue 2.43 veces mas 
activa que la P30 de PEHPS-SV (Fig. 6). 
Los datos anteriores demuestran que la presencia de vitaminas 107 de 
Diamond incrementa alrededor de 2.5 veces la actividad hemolítica producida 
por la fracción subcelular P30, lo cual nos sugiere que uno o varios 
componentes de esta mezcla vitamínica puede estimular: a) la producción de 
mas proteína lítica, b) favorecer una mayor concentración de un cofactor o c) 
seleccionando una subpoblación de amibas que resulte con más virulencia. 
Enseguida comprobamos que la P30 obtenida con ambos tratamientos 
(PEHPS-CV y PEHPS-SV), al igual que en la actividad hemolítica antes 
descrita, podía incrementar la actividad de fosfolipasa A2 presente en esta 
misma fracción. Ya que esta actividad se ha sugerido que pudiera estar 
involucrada como un factor de virulencia en las amibas (Ravdin, J. I y Guerrant, 
R. L. 1982; Vargas-Villarreal, J. et al. 1995). Probamos esta hipótesis y 
encontramos que las fracciones P30 en ambos tratamientos, presentan 
actividad de fosfolipasas del tipo A2 cuantificable y reproducible, lo cual es 
dependiente tanto del tiempo de incubación como de la dosis (Fig. 7 y 8). En 
relación con el tiempo de incubación, encontramos que, la P30 obtenida en 
ambos tratamientos no presenta una fase Lag, lo cual indica que la actividad de 
la fosfol ipasa A2 comienza a hidrolizar tan pronto como la enzima entra en 
contacto con el substrato y la actividad de fosfolipasa parece ser de acción 
directa, es decir no requiere de la presencia de factores líticos directos como 
ácidos grasos libres y lisoderivados, para llevar a cabo su actividad (Fig. 7). 
Con respecto a la dosis la actividad de fosfolipasa del tipo A2, encontramos un 
incremento en la producción de los ácidos grasos libres entre 0 y 150 pg de 
P30 e n ambos tratamientos (Fig. 8). Es de llamar la atención que en ambas 
gráficas la diferencia entre la P30 obtenida de PEHPS-CV y de PEHPS-SV fue 
de 2.8 veces respectivamente. Esta actividad se comportó en forma y 
proporcionalidad a los resultados encontrados en la actividad hemolítica que 
fue de 2.5 veces la diferencia de la potencia de un tratamiento con respecto al 
otro tratamiento. 
Mas tarde, determinamos el efecto de los trofozoítos enteros cultivados en 
PEHPS-CV y PEHPS-SV y su capacidad para producir abscesos hepáticos 
amibianos, ya que este es otro parámetro que se usa para medir virulencia en 
las amibas. Para realizar este objetivo, decidimos utilizar como modelo 
experimental al Hámster Sirio Dorados {Mesocrícetus auratus), ya que esta 
especie animal ha demostrado claramente una sensibilidad a la producción de 
abscesos hepáticos producidos por los trofozoítos de E. histolytica. 
(Kretschmer, R. R. 1994; Saíd-Fernández, S., y Mata-Cárdenas, B. D. 1992). 
Las imágenes fotográficas presentadas en este trabajo (Fig.9 y 10), nos 
permitieron observar que las lesiones producidas por las amibas cultivadas en 
el medio PEHPS-CV fueron en proporción y tamaño 3.25 veces mayores (Fig. 
9), que los abscesos encontrados en el tratamiento PEHPS-SV (Fig 10). Esto 
pudo ser debido a que la virulencia de los trofozoítos con vitaminas: a) 
incrementaron la síntesis de algún factor de virulencia o b) que la presencia de 
las vitaminas este seleccionando una subpoblación de amibas que sea más 
virulenta. 
Hasta ahora se han propuesto aisladamente varias moléculas citolíticas 
para los trofozoítos de Entamoeba histolytica que se han identificado, y aún 
purificado algunos factores que podrían actuar como tales para producir las 
lesiones. Es muy probable que todas ellas, y aún más, participen en la 
destrucción tisular y por lo tanto la propiedad citolítica de E. histo\ytica sea un 
mecanismo multifactorial en el que es posible que algún factor o factores 
presentes en las vitaminas 107 de Diamond pudieran estar implicados en la 
producción de algún factor de virulencia, o que esté involucrado como 
cofactores enzimaticos o bien seleccionando una subpoblación de amibas que 
sea mas virulenta. El conocimiento más profundo de esta participación de las 
vitaminas 107 de Diamond permitirá determinar la contribución especifica de 
esta en los mecanismos citolíticos de E. histolytica. 
6. CONCLUSIONES 
1.- Confirmamos que en el medio PEHPS las amibas de la cepa HM1.IMSS 
cultivadas en presencia de las vitaminas 107 de Diamond, no presentaron un 
incremento estadísticamente significativo con respecto a las amibas cultivadas 
en ausencia de estas vitaminas; ya que su tiempo de generación, tiempo de 
duplicación y velocidades de crecimiento fueron similares. 
2.- Encontramos que la P30 obtenida de las amibas cultivadas en PEHPS-CV 
incrementaron 2.5 veces la actividad hemolítica 50 (HDso) con respecto a la 
P30 obtenida en medio PEHPS-SV. 
3.- También obtuvimos un incremento de 2.75 veces en la actividad 
fosfolipásica del tipo A2 de P30 obtenida de amibas cultivadas en PEHPS-CV 
con respecto a la P30 obtenida de amibas cultivadas en PHPS-SV. 
4 - Los trofozoítos obtenidos en presencia de las vitaminas 107 de Diamond 
incrementaron 3.25 veces el tamaño de los abscesos con respecto a los 
trofozoítos obtenidos en ausencia de estas vitaminas. 
7. PERSPECTIVAS 
Como objetivo siguiente nos propondremos obtener información de cual o 
cuales son los componentes que están presentes en las vitaminas 107 de 
Diamond que es o son los responsables para incrementar estos factores de 
virulencia evaluados en esta tesis. Se propone además determinar si algunos 
RNA-mensajeros en las amibas se incrementan con la presencia de dichos 
componentes presentes en las vitaminas y poder determinar por biología 
molecular la presencia e identificación de los posibles RNA-mensajeros 
correspondientes. 
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